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Propósito y Método del Estudio: Los antibióticos representan uno de los más grandes avances en la 
historia del hombre, desafortunadamente la aparición de microorganismos drogoresistentes se ha 
convertido en un problema para el tratamiento de enfermedades infecciosas, entre las cuales se 
encuentran las que atacan el sistema respiratorio. Algunos de los principales microorganismos 
causantes de enfermedades respiratorias son: Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, 
pnuemoniae y Staphylococcus aureus entre otros. Los  microorganismos antes mencionados han 
presentado en los últimos años, señales importantes de continua drogoresistencia, por lo que es 
importante la investigación de nuevos recursos para el tratamiento de dichas enfermedades 
infecciosas. Entre los esfuerzos para combatir dicho problema se encuentra el desarrollo de nuevos 
antimicrobianos a partir de compuestos  activos de plantas usadas en la medicina popular. El 
propósito de esta investigación consintió en aislar un compuesto con actividad antimicrobiana, en 
contra de una cepa drogoresistente de Staphylococcus aureus a partir de  métodos cromatográficos 
biodirigios mediante bioensayos.  
 
Contribuciones y Conclusiones: Los extractos diferenciales de  C. coeruleus resultaron con actividad  
contra una cepa de Staphylococcus aureus resistente a penicilina.  El fraccionamiento biodirigido C. 
coeruleus monitoreado por la técnica de bioautografía permitió aislar un compuesto puro 
identificado como epigalocatequina, que si bien no demostró actividad en el método de 
microdilución en placa fue activo en bioautografía. 
 



















     El individuo ha luchado siempre para no ser absorbido por la tribu. Si lo intentas, a 
menudo estarás solo, y a veces asustado. Pero ningún precio es demasiado alto por el 
privilegio de ser uno mismo. 
 





     La vida es una carrera de resistencia, no de velocidad. 
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1.1 Problemática Actual con los Antimicrobianos 
 
 
     Uno de los sucesos centrales en la historia terapéutica de la humanidad ha sido el 
descubrimiento y desarrollo  de agentes antibióticos para el tratamiento de infecciones; 
la introducción de antibióticos ha ayudado a disminuir los índices de muertes causadas 
por enfermedades infecciosas (Walsh  y col.  2005). Sin embargo, en nuestro mundo 
actual, las infecciones causadas por bacterias drogorresistentes representan una nueva y 
creciente amenaza para la sociedad, así como un real desafío para los médicos en la 




     El continuo crecimiento de la resistencia a los antibióticos presentado por bacterias 
de las especies comúnmente involucradas en infecciones del tracto respiratorio, como 
son  Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoneae y Haemophilus influenzae, se 
ha convertido con el tiempo ya en un serio problema en lo concerniente al  área clínica 
(Castiglione y col. 2007, Ma  y col. 2001, Barsby  y col. 2001). El  Streptococcus 
pneumoniae es uno de los microorganismos más comunes causante de las enfermedades 
respiratorias, tales como neumonía y otitis media aguda, siendo esta bacteria patógena la 
causa del 40 % de otitis media aguda en el mundo (WHO  y col. 2006), además  
Streptococcus pneumoniae  puede presentar resistencia a varios tipos de antimicrobianos 
(Bay  y col. 2004). De acuerdo con un estudio realizado en los Estados Unidos de 
Norteamérica, el 25% del total de las cepas aisladas de Streptococcus pneumoniae, 
resultaron ser resistentes a penicilina, lo cual representó un amplio incremento desde el 
año de 1980, ya que solo el 4% del total de estas especies aisladas había sido 
encontradas resistentes a penicilina en ese año (Castiglione  y col. 2007, Ma  y col. 
2001). Un caso semejante es el de Haemophilus influenzae,  que es un importante 
microorganismo causante de enfermedades humanas a lo largo del mundo, entre las 
cuales figuran infecciones crónicas del tracto respiratorio; éste es el microorganismo 
más frecuente de enfermedades tales como neumonía, meningitis y otitis media (WHO  
y col. 2003); además un estudio reciente reveló que algunas cepas de este 
microorganismo presentan resistencia a antimicrobianos tales como la ampicilina   
(Yildirim  y col. 2005, Phan  y col. 2003).Otro ejemplo es el Staphylococcus aureus,  el 
cual es el responsable de casi la mitad de  bacteremias que presenta MDR (Jarvest  y col. 
2002), así mismo presenta resistencia a la meticilina, siendo una de las bacterias más 
resistentes a tratamientos convencionales (Bagley  y col.  2005); además se ha 
 3 
encontrado que S. aureus  es un patógeno nosocomial de alta incidencia,  y que de las 
infecciones drogoresistentes adquiridas en los hospitales en el 2002, el 60% de éstas 
fueron provocadas por microorganismos resistentes a meticilina y el 20% provocado por 
microorganismos resistentes a vancomicina (Thomas  y col. 2005).   
 
     Diversos estudios demuestran que las especies resistentes a la penicilina tienden a ser 
también resistentes a otros antibióticos, lo cual se ha tornado en un serio problema de 
multidrogorresistencia (MDR); si esta tendencia sigue como hasta ahora aquellos 
antibióticos que son comúnmente usados llegarán pronto a perder su efectividad (Xu,  y 
col. 2005, Ma,  y col. 2001). 
 
1.2 Papel Clave de los Productos Naturales en el Cuidado de la Salud 
 
     El desarrollo y  amplio uso de antibióticos, ha presentado ventajas y desventajas a 
través de los últimos años, motivos por los cuales se ha tenido que volver a buscar 
recursos indispensables a partir de los productos naturales (Iscan  y col. 2002). Una 
reciente investigación estadística de productos naturales y sintéticos, ha revelado que el 
potencial para descubrir nuevos compuestos a partir de productos naturales no ha sido 
agotado, y representan un importante recursos para encontrar nuevas moléculas con 
interesantes potenciales terapéuticos, debido a que solo un pequeño porcentaje de las 
350, 000 especies de plantas conocidas han sido estudiadas desde el punto de vista 
fitoquímico y farmacológico (Wolfender  y col. 2003). 
 
 4 
     Investigadores en farmacognosia han demostrado que se pueden obtener productos de 
gran potencial bioactivo a partir de plantas en todo el mundo (Wolfender  y col. 2003); 
estos productos bioactivos pueden tener una enorme importancia económica, 
particularmente química: pueden ser usados como patrones para sintetizar nuevos 
medicamentos, como herramientas biológicas o farmacológicas, materia prima para la 
producción de antibióticos, y excipientes, solo por mencionar algunas; otro dato 
importante, es que las poblaciones rurales de los países en vías de desarrollo, están más 
dispuestas a los sanadores tradicionales y sus tratamientos, debido a que estos son más 
accesibles, y de un costo económico menor (Shale,  y col. 1999, Eloff  y col. 2001); un 
claro ejemplo de esta situación en México, es observado en el caso de Tagetes lucida, la 
cual es una planta que ha sido empleada ampliamente desde tiempos prehispánicos hasta 
la actualidad, en el tratamiento de enfermedades gastrointestinales y disminución de los 
efectos de  la resaca, entre otras (Céspedes  y col. 2006). 
 
     Cuando comparamos la información que se puede obtener de los productos naturales 
contra  las  librerías de sustancias sintéticas, los productos naturales ofrecen mayores 
perspectivas en cuanto al número de antibióticos  por descubrir (Pieters  y col. 2005). Es 
por tal razón, que la comunidad científica considera importante  continuar con la 
investigación en el área de  productos naturales, especialmente de extractos de plantas 
(Zhu  y col. 2004).  
 
      Concientes de dicha problemática, dentro de las líneas de investigación desarrolladas 
en el Departamento de Química Analítica en la Facultad de Medicina, se investigó la 
actividad antibacteriana de plantas del noreste de México, encontrando entre otros, que 
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el extracto crudo  de la raíz de Ceanothus coeruleus mostró actividad antibacteriana en 
contra de cepas resistentes de S. aureus, S. pneumoniae y H. influenzae (G.M. Molina-
Salinas  y col. 2007). 
 
Tabla 1- Actividad antimicrobiana de C. coeruleus en contra de microorganismos que 
afectan el tracto respiratorio. 
 
PARTE 
DE LA  
PLANTA 
SOLVENTE 






















Hojas Metanol NA NA NA NA NA NA 
Flor/Fruto Metanol NA NA NA NA NA NA 
Raíz Metanol 500 500 500 500 500 500 
 
1.3 Evaluación de la Actividad Antimicrobiana de las Plantas 
 
   Para poder obtener los constituyentes explotables de una planta, es necesario 
involucrar un trabajo interdisciplinario en botánica, farmacognosia, farmacología, 
química, toxicología y puede ser formulada como sigue: 
 
 Selección, colección, identificación botánica y preparación del material de la 
planta. 
 Extracción con solventes apropiados y análisis preeliminares. 
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 Depuración biológica, farmacológica y química (LC/UV/MS) de extractos 
crudos. 
 Separación cromatografíca de constituyentes puros bioactivos guiados por 
bioensayos. 
 Determinación estructural. 
 Análisis y perfiles farmacológicos de compuestos puros y test toxicológicos. 








             Síntesis 
 
 
                                                                                 Elucidación Estructural 
  
 










        Bioensayo 
 



















     Para la depuración de la actividad biológica de plantas es crucial la facilidad y 
viabilidad del bioensayo para su  monitoreo. El sistema de prueba debe ser idealmente 
simple, rápido, reproducible y económico para su detección. Cuando se está decidiendo 
qué bioensayo utilizar en la investigación de los constituyentes de una planta, el primer 
paso es elegir un organismo blanco apropiado; estos pueden ser  microorganismos, 
insectos, crustáceos, moluscos, extractos de sistemas subcelulares (enzimas, organelos), 
cultivos celulares de humanos o de origen animal, extracciones de órganos de 
vertebrados o animales completos (Hostettmann  y col. 1996). 
 
     La complejidad del bioensayo debe ser elegido en función de las facilidades, recursos 
y personal disponible; innumerables investigadores han empleado distintos métodos de 
tamizaje para detectar la actividad antimicrobiana en plantas. Sin ser la excepción el 
departamento de Química Analítica de la Facultad de Medicina, ha utilizado dichos 
métodos para este mismo fin; un claro ejemplo de esto es el trabajo realizado por G.M. 
Molina-Salinas y col, que en el 2005 empleó diversos métodos para el desarrollo de su 
tesis doctoral, la cual consistió en el aislamiento y caracterización de compuestos de 
plantas del noreste de México con actividad contra cepas de S. aureus, S. pneumoniae y 
H. influenzae; dentro de estos métodos se encuentra  la bioautografia que es rápida y 
barata; esta técnica se apoya en la difusión y cromatografía y permite la localización de 
la actividad antimicrobiana de un extracto. La bioautografia puede ser considerada el 
ensayo más eficiente para la detección de compuestos antimicrobianos, porque permite 
la localización de la actividad aún en una matriz compleja y por ello es muy usada en la 
actualidad; sin embargo,  la bioutografia se ve limitada en gran medida  a su uso 
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cualitativo;  por este motivo es necesario hacer uso de otras técnicas que aunque son más 
complejas aportan mayores y mejores resultados cuantitativos. 
 
     Una técnica que presenta tales características conocida como microdilución en placa, 
es ampliamente utilizada para determinar la CMI de compuestos antimicrobianos; cabe 
mencionar, que el resultado final de la técnica, es altamente dependiente de la 
metodología, la cual debe controlarse perfectamente para poder lograr resultados 
adecuados y reproducibles (PAHO  y col. 2005). 
 
     Así mismo, una de las herramientas utilizadas para facilitar la lectura de los  
bioensayos, es el uso de colorantes vitales que permiten una mejor observación de la 
proliferación celular in vitro, entre los que se encuentran el bromuro de 3-(4,5-Dimetil-
2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT), el cual presenta un color púrpura, si se 
encuentra en su estado reducido, o un color amarillo si se encuentra en estado oxidado; 
dicha coloración dependerá del grado de proliferación  en el que se encuentran los 
agentes microbianos sometidos al estudio; así, la cantidad de bacterias en estado de 
proliferación, se puede determinar con una mayor facilidad (Lawrence  y col. 2001). 
 
      Otro colorante eficiente para el monitoreo de  proliferación celular y viabilidad 
habitualmente utilizado, es el alamar azul, el cual cambia de color azul a rosa en un 
ambiente reductivo ocasionado por la proliferación bacteriana, dando como resultado, un 
color azul en el medio cuando hay inhibición microbiana, y rosa cuando hay un 
crecimiento microbiano. Este método es muy utilizado para el monitoreo de 
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micobacterias en microplacas, sin embargo, también se puede aplicar en otros tipos de 
microorgansismos (Biosource  2005, Rojas cols. 2006).  
 
 1.4 Características Generales del Género Ceanothus 
 
     El resultado del estudio de G.M. Molina-Salinas  y col, incrementó el interés acerca 
de las características  del género Ceanothus, enfocándose aun más,  en la especie  
coeruleus. El genero Ceanothus consta de 50 a 60 especies, las cuales están confinadas 
principalmente, en el Norte de América, con su centro de distribución ubicado en 
California, sin embargo, algunas especies como C. coeruleus pueden observarse  
extendiéndose tan lejos como Guatemala. Este  género, comprende arbustos de 0.5 a 3 m 
de altura, la mayoría de las especies son de un color verde, las hojas  de este género son 
opuestas o alternantes y pequeñas según la especie,  típicamente miden entre 1 a 5 cm de 
largo, son simples y casi todas con márgenes dentados. Las flores pueden ser blancas, 
azules, púrpuras o rosas, y la semilla es una cápsula de tres lóbulos (Botany  y col. 
2005).  
 
     La especie C. coeruleus es conocida en el estado de Nuevo León como cochinchilla o 
chaquira, su hábitat es terrestre en asociación con bosques de pino-encino y otras 
litifoliadas, crece entre los 2000 y 2500 metros sobre el nivel del mar. Su distribución en 
los Estados Unidos Mexicanos es en los estados de Durango, Coahuila, Jalisco, Nuevo 
León y Michoacán. Su uso es de tipo forrajero, pues las hojas sirven como alimento al 
ganado pastoril, así como medicinal ya que las flores se usan en infusiones como 
antidiarreico y la raíz se usa para tratar la fiebre (SEMARNAT 2005). En la literatura se 
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ha encontrado que la especie  C. americanus tiene propiedades astringentes y las 
extracciones acuosas presentan un color rojizo, el análisis químico de los extractos 
presenta un 6.49% de taninos y un 0.52% de un alcaloide, al cual se le conoce con el 
nombre de ceanotina; es importante mencionar también que se conoce información 
etnobotánica acerca de C. americanus ya que es de utilidad en el tratamiento para la 
sífilis y disminución de la fiebre (Herbal Homepage 2005). 
 
      Cong  Li, en 1997, reportó que  los extractos metanólicos de la corteza de la raíz de  
C. americanus presentaban una considerable inhibición de cultivos bacterianos, entre los 
cuales se encontraban cepas bacterianas de S. aureus; dichos extractos mostraban 
Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) que oscilaban entre 42 y 625 g/mL; sin 
embargo, hasta el momento no se ha encontrado reportado en la literatura, algún  
artículo que hable sobre las propiedades antimicrobianas de la especie C. coeruleus , 




     Debido al continuo aumento de la resistencia microbiana en la medicina, es urgente  
encontrar nuevos compuestos antimicrobianos. Es por eso que al conocer sobre la 
actividad no caracterizada de C. coeruleus en contra de patógenos resistentes, es 
necesario ahondar más en este punto para conocer con mayor detalle, las características 




1.6 Objetivo general 
 
Caracterizar los componentes activos aislados de la raíz de C. coeruleus. 
 
1.7 Objetivos Específicos 
 
1. Evaluar la parte de la raíz de C. coeruleus, que presente mayor actividad 
antibacteriana. 
 
2. Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos diferenciales obtenidos de la  
parte de la raíz seleccionada en el objetivo uno. 
 
3. Realizar el fraccionamiento biodirigido del extracto seleccionado  en el objetivo 
dos. 
 
4. Llevar a cabo la elucidación estructural del (los) compuesto(s) aislado(s) con 
mayor actividad obtenido en el objetivo tres. 
 
5. Realizar pruebas de actividad y toxicidad con el (los) compuesto(s) aislado(s) en 
el objetivo tres. 
 













 Puntillas 100 L, 1000 L, 200 L estériles con filtro 
 Pipetas automáticas Transferpette® y Eppendorf® de 50, 100 y 1000 L 
 Acrodiscos PTFE y PVDF 13 mm de diámetro con filtro de 0.22 m Millipore® 
 Microplacas estériles de poliestireno de 96 pozos de fondo plano Costar® 
 Cromatofolios AL TLC de Silicagel 60 F254 Merck 
 Columna Lobar LiChroprep® RP-18 (240 – 10 mm), Merck 
 Columna Chromolith performance RP-18 (100 – 4.6 mm), Merck 
 Columna Millipore Waters RCM (100 X 8 mm) 
 Columna Luna Fenomenex C-18 (50 X 2 mm)  
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 Cartucho Extracción Fase Sólida C–18 Alltech 
 Matraces Erlenmeyer Pyrex de 250, 500 y 1000 mL  
 Matraces bola de 250, 500 y 1000 mL 
 Vasos de precipitado 
 Probetas de 10, 50, 250 y 500 mL 
 Embudos de separación de 250 y 1000 mL 
 Embudo de separación rápida 
 Pipetas lineales de 5 y 10 mL 
 Pipetas Pasteur 
 Pomaderas de vidrio obscuras 
 Viales de vidrio obscuros de 2 y 5 mL 
 Tubos de ensaye 13 X 100, 18 X 150 mm 
 Tubos con tapón de rosca 13 X 100 mm 
 Tubos eppendorf de 2 mL 
 Cubas CAMAG para desarrollar cromatografías TLC 21 X 5 X 10 cm 
 Cubas CAMAG para desarrollar cromatografías TLC 13 X 8 X 10 cm 
 Incubadora de huevos de Artemia salina rectangular 13.5 X 7.8 X 3.7 cm  
 Capilares de 2, 5 y 10 L  
 Cajas Petri desechables de plástico Medegen 15 X 100 mm 
 Jeringas 1 y 5 mL Becton –Dickinson 
 Papel filtro Whatman No 40 
 Frascos con rosca de vidrio de100 mL 
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2.2 Equipo 
 
 Licuadora OSTERIZER® de 2 L 
 Balanza granataria Scout Ohaus® 
 Balanza analítica AND® modelo GR-120 
 Rotavapor BÜCHI® modelo 461 con baño de agua BÜCHI RE 121 
 Enfriador y Resirculador Hakke®  Modelo K20 
 Bomba de vacío Emerson® S55N H.P. 1/3 
 Bomba peristaltica Bio Rad EP 1 Econo Pump 
 Colector Automatico de Muestras Bio Rad 2128 
 Centrifuga IEC® Micro MB 
 Desecador con Adaptador para Vacio Pyrex® 
 Autoclave Market Forge® Sterilmatic 
 Campana de Flujo laminar Esco® Smari Control 
 Campana de Extracción Lumistell® CEE 120 
 Placa de Calentamiento digital Cimarel® 
 Incubadora Shel Lab® Shaking Incubator 
 Estufa Shel Lab® 1305U 
 Refrigerador Daewoo® DFR N141D 
 Agitador Heidolph Instruments® Unimax 1010 
 Agitador de tubos eppendorf Ika MS1 
 Congelador Vertical Magic Chef 
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 Espectrómetro Sequoia Tuner 390  
 Espectrómetro Beckman 7500 
 Cromatografo de Líquidos Preparativo Waters  LC 2000 
 Cromatógrafo de Líquidos Waters con bomba 600, detector arreglo de diodos 
2996, automuestreador Waters 717 plus 
 Cromatógrafo de Líquidos Agillent Tecnology 1100, acoplado a Espectrómetro 
de Masas LCMSD SL Agillent Tecnology 6-1956B  
 Espectrómetro RMN Bruker Modelo Avance DPX400, de 9.4 Teslas de campo 
magnético, operado a frecuencia para 1H de 400.13 MHZ y para 13C de 100.61 
con temperatura controlada por la unidad Eurotherm Bruker, equipado con una 





 Metanol grado analítico, Fermont de Productos Químicos Monterrey 
 Metanol grado HPLC, Fermont 
 Hexano grado analítico, Fermont de Productos Químicos Monterrey 
 Éter etílico grado analítico, Fermont  de Productos Químicos Monterrey 
 Acetato de etilo grado analítico, Fermont de Productos Químicos Monterrey 
 Butanol, Fermont de Productos Químicos Monterrey 
 Dimetil sulfóxido (DMSO), Fisher Scientific®  
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 Metanol-d 99.98 % deuterado, Aldrich 
 Nitrógeno gas de alta pureza, Praxair 
 
2.3.2 Reactivos Especiales 
 Alamar Blue de Biosource  
 Silicagel 60 de tamaño de partícula 0.2 – 0.5mm,  Merck® 
 Bromuro de 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio, Research 
Organics® (MTT) 
 Sal de mar “instant Ocean” 
 
2.3.3 Antimicrobianos 
 Oxacilina, Sigma Co. (México, importado de U.S.A.) 
 Vancomicina, Sigma Co. (México, importado de U.S.A.)  
La oxacilina y la vancomicina se disolvieron en  agua a una concentración de 
2.56 mg/mL. Estos estándares se dividieron en alícuotas de 0.5 mL y se 
almacenaron en congelador hasta su uso. 
 
2.3.4 Medios de Cultivo 
 Agar Mueller Hinton (AMH), Becton Dickinson and Co., Sparks MD, USA 
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2. 4 Material Biológico 
 
2.4.1 Microorganismos 
 Staphylococcus aureus IMSS-NL/HE25:01. Resistente a oxacilina, aislada de un 
paciente con infección sistémica y caracterizada en el laboratorio clínico del 
Hospital Regional No. 25, del Instituto Mexicano del Seguro Social, Monterrey, 
México 
 Huevos de Artemia salina 
 
2.5. Condiciones Utilizadas para la Bioautografía 
 
     Cromatofolios: AL TLC de Silicagel 60 F254 Merck 10 cm X 3 cm 
Sistemas eluentes probados con tres minutos de saturación previa: 
A) Acetato de etilo:acetona:agua 25:8:2 
B) Acetato de etilo:metanol 1:7 + 1gota de ácido acético 
C) Acetato de etilo:metanol 2:7 + 1gota de ácido acético 
 
2.6. Condiciones de Análisis para CLAR FR C-18 
 
     Las condiciones utilizadas en el equipo Waters bomba 600, detector arreglo de 
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A) 
 Columna     Chromolith FR-18 Merck   
 Flujo      1.0 mL/min. 
 Volumen de inyección   10 L 
 Tiempo de corrida   30 minutos 
 Longitud de onda                         230 nm 
       Gradiente   
TABLA 2. Sistema de eluentes A.  
 
MINUTOS % METANOL % AGUA 
--- 6 94 
1 6 94 
2 12 88 
11 15 85 
12 30 70 
15 30 70 
16 100 0 
19 100 0 
20 6 94 
30 6 94 
 
 
     Las condiciones utilizadas en el equipo Agillent Technolgy  6 – 1956B acoplado a 
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B) 
      Columna    Luna Phenomenex C -18   
 Flujo     0.4 mL/min. 
 Volumen de inyección            10 L 
 Tiempo de corrida            10 minutos 
 Ionización                                  Electrospray (-) 
       Eluente (Isocratico)                   Metanol:agua (80:20) formiato de amonio 10 mM 
 
2.7 Colecta de la Planta 
 
 La  colecta de la raíz de C. coeruleus, se llevó a cabo en la localidad de Los Lirios, 
Arteaga, Coahuila, el 5 Julio del 2005. La identificación de la planta se realizó en el 
herbario de la Facultad de Ciencias Biológicas de la UANL, donde se encuentra un 
espécimen con el número UNL - 024099. 
 
2.8 Obtención de los Extractos Metanólicos 
 
     Después de colectadas las raíces, se les realizó un enjuague con agua a presión, se 
retiraron excesos de tierra, después se dejó secar a temperatura ambiente. Se molió por 
separado la corteza, pulpa y raíz entera  de la planta en una  licuadora. La extracción de 
la corteza, pulpa y raíz entera, anteriormente molidas, se llevó a cabo depositando las 
diferentes moliendas en matraces erlenmeyer de 1000 mL; por cada 100g de molienda a 
cada matraz se le adicionó 500 mL de metanol, se agitó durante 60 min a 150 rpm; al 
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procedimiento se realizó en cinco ocasiones con la misma muestra, usando 250 mL de 
metanol y 30 minutos de agitación a 150 rpm. El extracto metanólico se evaporó a 
presión reducida en un rotavapor a 37°C ,  por último los concentrados se guardaron en 
frascos obscuros en un ambiente de nitrógeno bajo refrigeración, para su uso posterior 
en bioensayos.  
 
2.9 Determinación de la Actividad Antimicrobiana de los Extractos Obtenidos 
 
2.9.1 Preparación de las Soluciones del Extracto 
     Se evaluó la actividad antimicrobiana de los tres diferentes extractos  metanólicos, en 
contra de S. aureus resistente a penicilina con el método de microdilución en placa. 
Se pesaron 2 mg de cada uno de los extractos, se disolvieron en 200 μL de DMSO, se 
agregaron 800 μL de CMH,  estas soluciones se esterilizan por filtración con acrodiscos 
PTFE de 0.22 m Millipore®. 
 
2.9.2 Preparación del Microorganismo 
     Se sembraron colonias de S. aureus  en  AMH, se llevaron a incubación durante 24 
horas a 37°C, una vez que transcurrió este tiempo se tomaron de tres a cuatro colonias, 
se depositaron en CMH para que fueran incubadas durante 24 horas a 37°C, 
posteriormente se tomó 50 µL de este caldo, y se inoculó en 3 mL de CMH, se dejó 
incubando durante 2 horas a 37°C, con agitación a  una velocidad de 150 rpm, esto se 
llevó a cabo para alcanzar una turbidez de 0.5 del estándar Mc Farland; este último 
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2.9.3 Preparación de Controles 
2.9.3.1 Control de Antibióticos 
Se prepararon soluciones acuosas de Oxacilina, y Vancomicina a una concentración 
de 256 g/mL que se usaron como control negativo y positivo respectivamente, estas 
soluciones se esterilizaron por filtración con acrodiscos PVDF de 0.22 m Millipore®. 
 
2.9.3.2 Control de Solvente 
     Se tomaron 200 µL de DMSO, se diluyeron con 800 µL de CMH,  esta solución 
se filtró con acrodisco PTFE de 0.22 m Millipore®  para esterilizar. 
 
2.9.3.3 Control de Turbidez y Oxido Reducción 
     Para cada extracto se colocaron 100 L de CMH y 100 L de la solución de extracto 
correspondiente para obtener una concentración de 500 µg/mL . 
 
2.9.3.4 Control de Medio de Cultivo y Control de Crecimiento 
     El control de medio de cultivo consistió en depositar 200 L de CMH, dentro de  dos 
pocillos de la microplaca. Para el control de crecimiento se usaron dos pocillos, en cada 
uno se depositaron 100 L de inoculo bacteriano más 100 L de CMH.  
 
2.9.4 Descripción de la Técnica de Microdilución en Placa 
     Se tomó una microplaca de 96 pocillos, a todos los pocillos del perímetro se les 
agregaron 200 μL de agua bidestilada estéril, se depositaron 100 μL de CMH al resto de 
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antibiótico y de solvente en los primeros pocillos de cada fila de la microplaca, se 
realizaron diluciones seriadas al doble, descartando los 100 μL de los últimos pocillos de 
cada carril,  se adicionaron 100 μL  del inóculo bacteriano previamente preparado a los 
pocillos que contenían los extractos, controles de antibiótico y controles de solvente, de 
modo que las concentraciones finales de cada extracto fueron de 500, 250, 125, 62.5 y 
31.25 g/mL. Las concentraciones de Vancomicina y Oxacilina fueron de 64, 32, 16, 8, 
y 4 μg/mL y por último las concentraciones de control de solvente (DMSO) fueron de  5, 
2.5, 1.25 y 0.625, 0.312 % v/v. 
 
      Se prepararon los controles de turbidez, oxido reducción, medio de cultivo y 
crecimiento bacteriano como se describió previamente (2.9.3) 
 
     La microplaca se introdujo en una bolsa de plástico, con un algodón humedecido con 
agua bidestilada estéril, se  incubó durante 24  horas a 37°C, se revisó el crecimiento 
bacteriano visualmente. La presencia de turbidez indicó crecimiento bacteriano, se 
reveló con 32 µL de una solución de Alamar Azul 1.6:1 en NaCl al 0.85%. Después de 
incubar por una hora a 37°C, se observó el viraje de color. Si se presentaba viraje a color 
rosa, se consideró que había crecimiento bacteriano. 
 
     La concentración mínima inhibitoria (CMI) fue definida como la concentración más 
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2.10 Extracción Diferencial del Extracto Metanólico de la Corteza de Raíz 
 
     Se procedió a realizar particiones líquido-líquido del extracto metanólico de corteza 
de raíz, con solventes de diferente polaridad; para ello se pesaron 60 g del extracto 
metanólico, se disolvieron con 450 mL de una solución metanol: agua destilada 1:4, se 
realizó la partición con hexano 8 X 115 mL, acetato de etilo 16 X 115 mL, y butanol 11 
X 115 mL y finalmente se recuperó el residuo acuoso. 
     Los extractos de hexano, acetato de etilo, butanol y residuo, se evaporaron a 
sequedad a presión reducida a 37°C, se mantuvieron en frascos oscuros de vidrio bajo 
congelación hasta su uso. 
 
2.11 Evaluación de la Actividad Antibacteriana Mediante Técnica de Microdilución 
en Placa de las Fracciones Obtenidas de la Corteza de Raíz 
 
     Se determinó la CMI de los extractos diferenciales de hexano, acetato de etilo, 
butanol y residuo acuoso, obtenidos en 2.10 mediante la técnica de microdilución en 
placa como se describió en el punto anterior 2.9. El residuo acuoso fue esterilizado, 
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2.12. Evaluación Mediante Bioautografía de la Actividad Antimicrobiana de la 
Fracción Butanólica Obtenida de la Corteza de Raíz 
 
     La fracción butanólica fue disuelta con metanol y sembrada por duplicado, en 
cromatofolios de aluminio con silicagel 60 F254 de 3 x 10 cm. La fase móvil usada se 
describió  en 2.5 en el inciso A. Uno de los cromatofolios se usó como control para 
medir el Rf de cada mancha observada a simple vista y a través de la luz ultravioleta a 
254 y 365 nm. El otro cromatofolio fue esterilizado con luz ultravioleta a 254 nm 
durante 15 minutos. Concluido este tiempo, se colocó una capa de AMH, sobre el cual 
se depositó 100 μL de un inóculo de S. aureus  resistente a oxacilina, con una turbidez 
equivalente al estándar de 0.5 de Mc Farland; dicho estándar se preparó por inoculación 
de 3 a 5 colonias de S. aureus  en 3 mL de CMH, se incubó a 37°C a 150 rpm hasta 
obtener la turbidez señalada. El cromatofolio se colocó en una caja Petri; además, se 
colocó un algodón húmedo, con agua destilada estéril, y un pequeño pedazo de AMH 
como control de esterilidad del medio y se incubó a 37°C por 18-24 horas. Se usó una 
solución acuosa de MTT a una concentración de 2.5 mg/mL para revelar el crecimiento 
bacteriano; una inhibición negativa, da como resultado una coloración altamente 
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2.13 Aislamiento Biodirigido de la Corteza de Raíz de C. coeruleus 
 
2.13.1 Extracto Butanólico 
2.13.1.1 Columna Lobar de Baja Presión en Fase Reversa C-18 CLFR5 
     Se tomó 0.5 g de extracto butanólico, se disolvió con 5 mL de metanol : agua 80:20, 
se filtró la muestra, el filtrado se sembró en una columna de baja presión Lobar RP – 18,  
de 310 x 20 mm,  bajo las siguientes condiciones de elución. 
 
 
TABLA 3. Sistema de eluentes  de columna CLFR5. 
 
 
     Se utilizó un flujo aproximado de 3  mL/min, las fracciones se evaporaron a sequedad 
a presión reducida a 37 °C,  se mantuvieron en frascos oscuros de vidrio bajo 










CLFR5 – F1 0 : 100 50 mL 
CLFR5 – F2 10 : 90 50 mL 
CLFR5 – F3 20 : 80 50 mL 
CLFR5 – F4 30 : 70 50 mL 
CLFR5 – F5 40 : 60 50 mL 
CLFR5 – F6 50 : 50 50 mL 
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2.13.1.2 Evaluación de la Actividad Antimicrobiana de las Fracciones Obtenidas de 
la Columna CLFR5 
     Se evaluó la actividad antimicrobiana de todas las fracciones obtenidas de la columna 
CLFR5, contra la cepa de Staphylococcus aureus  (IMSS-NL/HE25:01 resistente a 
oxacilina), por medio de la Bioautografía como se describió previamente (2.12), la fase 
móvil usada se describe en 2.5 en el inciso B.   
 
2.13.1.3 Análisis por CLAR FR C-18 de las Fracciones Obtenidas de la Columna 
CLFR5  
      Las fracciones activas obtenidas de la columna, se sometieron a cromatografía 
analítica por CLAR FR C-18 para revisar pureza. Se utilizaron  las condiciones de 
análisis A. 
 
2.13.2 Extracto de Acetato de Etilo 
     A partir del extracto de acetato de etilo, se siguieron dos rutas para el aislamiento de 


























FIGURA  2. Diagrama de flujo para el aislamiento de un compuesto a partir del extracto 
de acetato de etilo. 
 
 
2.13.2.1  Columna Flash Silicagelgel CFSG3 
     Se utilizó 100 g de silicagel  60,  tamaño de partícula de 0.2 a 0.5 mm, se pesaron 2 g 






Extracto de Acetato de Etilo 
Columna Flash Silicagel 
CFSG3 
Columna de Sephadex 
Lipofilico LH – 20  
CE6 
Columna C18 de CLAR 
Preparativo 
CSP12 - CSP16 
1er Columna Lobar C –18 
CLFR15 
2da Columna Lobar C – 18 
CLFR28 




28     
TABLA 4. Sistema de eluentes  de columna CLFSG3. 
NOMBRE DE LA 
FRACCIÓN 
ELUENTE VOLUMEN UTILIZADO 
CFSG3 – F1 Acetato de Etilo 650 mL 
CFSG3 – F2 Acetato de etilo: Metanol  1 : 1 600 mL 
CFSG3 – F3 Acetato de etilo: Metanol  1 : 3 300 mL 
CFSG3 – F4 Acetato de etilo: Metanol  1 : 5 300 mL 
CFSG3 – F5 Acetato de etilo: Metanol  1 : 7 300 mL 
CFSG3 – F6 Metanol 300 mL 
 
 
Las fracciones obtenidas se evaporaron a sequedad a presión reducida en rotavapor a 37 
°C,  se mantuvieron en frascos ámbar de vidrio en congelación hasta su uso. 
 
2.13.2.2 Evaluación Mediante Bioautografía de la Actividad Antimicrobiana de las 
Fracciones Obtenidas de la columna  CFSG3  
     Se examinó la actividad contra la cepa de S. aureus resistente a oxacilina, (IMSS-
NL/HE25:01), por medio de Bioautografía como se describió previamente (2.12), la fase 
móvil usada se describe en 2.5 en el inciso C.        
 
2.13.2.3 Análisis por CLAR FR C-18 de las Fracciones Obtenidas de la Columna 
CFSG3 
     Las fracciones activas obtenidas de la columna CFSG3, se sometieron a 
cromatografía analítica por CLAR FR C-18 para revisar pureza. Se utilizaron las 
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2.13.3.1 Columna Lobar de Baja Presión en Fase Reversa C18 CLFR15 
     Se tomó 0.36 g de la fracción CFSG3 – F1 obtenida de la columna flash de Silicagel, 
se sometió a una columna de baja presión Lobar 240 x 10 mm de fase reversa C18 bajo 
las siguientes condiciones de elución. 
 
TABLA 5. Sistema de eluentes de columna CLFR15. 
 
 
 La muestra se disolvió con 1 mL del primer eluente. Se utilizó un flujo  de 3 
mL/min. Las fracciones se evaporaron a sequedad a presión reducida a 37 °C y se 
mantuvieron en frascos oscuros de vidrio bajo congelación hasta su uso. 
 
2.13.3.2 Evaluación Mediante Bioautografía de  la Actividad Antimicrobiana de 
Fracciones Obtenidas de la Columna CLFR15  
     Se evaluó la actividad antimicrobiana de todas las fracciones obtenidas de la columna 
de baja presión en fase reversa C18 con la cepa de S. aureus  (IMSS-NL/HE25:01 
resistente a oxacilina) por medio de bioautografía como se describió previamente (2.12), 
la fase móvil usada se describió en 2.5 en el inciso C.   
 
NOMBRE DE LA  
FRACCIÓN  




CLFR15 – F1 10 : 90 20mL 
CLFR15 – F2 20 : 80 40mL 
CLFR15 – F3 30 : 70 40mL 
CLFR15 – F4 40 : 60 40mL 
CLFR15 – F5 50 : 50 50mL 
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2.13.3.3 Análisis por CLAR FR C-18 de las Fracciones Obtenidas de la Columna 
CLFR15   
     Las fracciones activas obtenidas de la columna CLFR15, se sometieron a 
cromatografía analítica por CLAR FR C-18 para revisar pureza. Se utilizaron las 
condiciones de análisis A. 
 
2.13.4.1 Columna Lobar de Baja Presión en Fase Reversa C18 CLFR28 
     Se tomó 0.07 g de a fracción CLFR15–F3, se sometió a una columna de baja presión 
Lobar 240 x 10 mm de fase reversa C18 bajo las siguientes condiciones de elución. 
 
TABLA 6. Sistema de eluentes de columna CLFR28. 
 
 
 La muestra se disolvió con 1 mL del primer eluente 10:90. Se utilizó un flujo de  3.6 
mL/min. Todas las fracciones fueron colectadas completas en matraces, a excepción de 
la fracción obtenida con la proporción metanol:agua (25:75) que se colectó cada dos mL 
en  tubos de ensayo. El contenido de los tubos se evaporó a sequedad a presión reducida 
a 37 °C y se mantuvieron en frascos oscuros de vidrio bajo congelación hasta su uso. 
 
NOMBRE DE LA 
FRACCIÓN 




CLFR28 – F1 10 : 90 65mL 
CLFR28 – F2 20 : 80 40mL 
CLFR28 – F3 25 : 75 40mL 
CLFR28 – F4 30 : 70 38mL 
CLFR28 – F5 35 : 75 28mL 
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2.13.4.2 Análisis por CLAR FR C-18 de las Fracciones Obtenidas de la Columna 
CLFR28  
     Las fracciones de la columna CLFR28 contenidas en los tubos de ensayo, se 
sometieron a cromatografía analítica por CLAR FR C-18 para revisar pureza. Se 
utilizaron las condiciones de análisis A. 
 
2.13.5.1 Columna CE6 con Sephadex Lipofílico LH-20   
     Se  tomaron 0.4 g  de extracto de acetato de etilo,  se disolvieron en 1.5 mL  de 
metanol, se  sembraron  en una columna de Sephadex Lipofílico LH-20 de un volumen 
aproximado de 62.8 mL; se utilizó metanol 100% como eluente, se colectaron 20 
fracciones de 25 mL  cada una.  
 
2.13.5.2 Análisis de las Fracciones Obtenidas de la Columna de Exclusión 
Molecular CE6 por CLAR FR C-18   
     Las fracciones de la columna CE6 fueron analizadas por cromatografía de alta 
resolución fase reversa, mediante el sistema analítico A. 
 
2.13.6.1 CLAR FR C-18 preparativo de CSP12, CSP13, CSP14, CSP15 y CSP16 
     Se  tomaron aproximadamente 0.06 g  de la fracción tres de la columna CE6, se  
adicionaron 1.3 mL de una  mezcla de metanol: agua 10:90,  se filtró la solución; se 
hicieron 5 corridas en el cromatógrafo de líquidos de alta resolución, con una columna  
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TABLA 7. Sistema de eluentes de CLAR preparativo. 
 
TIEMPO % METANOL % AGUA 
--- 10 90 
4 10 90 
5 20 80 
8 20 80 
9 25 75 
14 25 75 
15 30 70 
18 30 70 
19 100 0 
25 100 0 
 
 
2.13.6.2 Análisis de las Fracciones Obtenidas de las Columnas Preparativas de 
CSP12 a CSP16  por CLAR FR C-18   
     Las fracciones de las corridas CSP12 a CSP16, fueron analizadas por cromatografía 
de alta resolución fase reversa C18, mediante el sistema analítico A. 
 
     Se juntaron las fracciones purificadas de las  cromatografías de CSP12 a CSP16, se 
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2.14. Elucidación estructural del Compuesto Activo Aislado 
 
2.14.1 Análisis de Pureza 
CSPU1 se disolvió en metanol grado HPLC, al cual se analizó por CLAR C18, 
mediante las condiciones de análisis A para verificar su pureza. 
 
2.14.2 Espectroscopia de Masas 
     Se inyectó el Compuesto CSPU1, en el cromatógrafo de líquidos Agillent 
Technology 6- 1956B, acoplado a Espectrómetro de Masas Agillent Technolgy 1100, se 
utilizó condiciones de análisis B para obtener su peso molecular. 
 
2.14.3 Espectroscopia UV-Vis 
 Se analizó CSPU1 a una concentración de 0.1 mg/mL disuelto con metanol, 
mediante espectrómetro Beckman DU 7500 en un rango de 230 a 600 nm, se 
determinaron los máximos de absorción y se calculó la absortividad con la formula  de 
Lambert-Beer. 
 
Abs = (ε) (b) (c)                           ε = Abs / (b) (c) 
 
Abs = Absorbancia 
ε = Absortividad molar (cm-1 M-1) 
b = Ancho de la celda (cm) 
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2.14.4 Espectroscopia de RMN 
      Se disolvieron 5 mg de CSPU1 en metanol–d, se utilizó una sonda multinuclear de 
5mm de detección directa, y un espectrómetro de RMN Bruker DPX400. Se realizaron 
los experimentos de 1H-RMN, 13C-RMN, DEPT-135, COSY 1H-1H, HMQC, HMBC y 
nOe diferencial. 
 
2.15 Determinación de la CMI del Compuesto Aislado 
 
      Se determinó el Rf de la actividad antimicrobiana de CSPU1 con la cepa de 
Staphylococcus aureus  (IMSS-NL/HE25:01 resistente a oxacilina) por medio de 
bioautografía como se describió previamente (2.12), la fase móvil usada se describió en 
2.5 en el inciso C. Se determinó la CMI del compuesto aislado (CSPU1) por triplicado, 
mediante la técnica antes descrita de micro dilución en placa (2.9).  










3.1 Obtención de los Extractos Metanólicos 
 
 
    De la extracción por separado de 20 g corteza, 20 g pulpa y 20 g raíz entera de C. 
coeruleus, se obtuvieron los siguientes resultados. 
 
TABLA 8. Porcentajes de recuperación de los extractos de la corteza, pulpa y raíz entera 
de C. coeruleus. 
PARTE DE LA PLANTA 
EXTRAÍDA 
PESO DEL EXTRACTO  % DE 
RECUPERACIÓN 
Corteza de Raíz 0.52 g 2.62 % 
Pulpa de Raíz 1.92 g 9.59 % 







 36     
3.2 Determinación de la Actividad Antimicrobiana de los Extractos Obtenidos 
  
      Se realizó la evaluación de la actividad antimicrobiana de corteza, pulpa y raíz entera 
de la planta C. coeruleus mediante la determinación de la CMI, los resultados se 
observan en la siguiente tabla.  
 
TABLA 9.  Resultados de la microdilución en placa de extractos de la corteza, pulpa y  
raíz entera de C. coeruleus. 
o= Inhibición                          = Inhibición Parcial                          =No Inhibición 
 
 
3.3 Extracción Diferencial del Extracto Metanólico de la Corteza de Raíz 
 
     Se realizó una segunda extracción Metanólica de la corteza de raíz de C. coeruleus, a 
la cual se le llamó extracción masiva debido a que se usó 372 g  de corteza. 
 
TABLA 10.  Porcentajes de recuperación del extracto masivo de la corteza de C. 
coeruleus 





Corteza de Raíz 60.40  g 16.13  % 
 





500µg/mL    
250µg/mL    
125µg/mL    
62.5µg/mL    
31.25µg/mL    
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     Posteriormente se realizaron las extracciones diferenciales de los 60.4 g de extracto 
metanólico masivo obteniéndose  los  siguientes resultados. 
 







Hexano 4.88 g 8.08 % 
Acetato de Etilo 7.45 g 12.33 % 
Butanol 10.66 g 17.65 % 
Residuo Acuoso 18.73 g 31.01 % 
 
 
3.4 Evaluación de la Actividad Antibacteriana Mediante Microdilución en Placa de 
las Fracciones Obtenidas de la Corteza de Raíz 
 
     Se realizó la evaluación de la actividad antimicrobiana de los extractos diferenciales 
de hexano, acetato de etilo, butanol y residuo acuoso de corteza de C. coeruleus, 
mediante la determinación de  la CMI que se observan en la siguiente tabla 13. 
 
TABLA 12.  Resultados de la microdilución en placa de los extractos  diferenciales de 
la corteza de C. coeruleus. 










500µg/mL     
250µg/mL     
125µg/mL     
62.5µg/mL     
31.25µg/mL     
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3.5. Evaluación de la Actividad Antimicrobiana Mediante Bioautografía de la 
Fracción  Butanólica Obtenida de la Corteza de Raíz 
 
     Se realizó bioautografía de la fracción butanólica de la corteza de raíz (página 23), se 
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3.6 Aislamiento Biodirigido de la Corteza de Raíz de C. coeruleus 
 
3.6.1 Extracto Butanólico 
3.6.1.1 Columna Lobar de Baja Presión en Fase Reversa C18 CLFR5 
     De la columna CLFR5 se obtuvieron siete fracciones, los porcentajes de recuperación 
se pueden observar en la tabla 13. 
 
3.6.1.2 Evaluación de la Actividad Antimicrobiana de las Fracciones Obtenidas de 
la Columna CLFR5  
     Se evaluó la actividad antimicrobiana de todas las fracciones obtenidas de la columna 
CLFR5, se presentan las inhibiciones en la tabla 13 y en la figura 4. 
 
TABLA 13. Porcentaje de recuperación y Rf de inhibición de las fracciones obtenidas de 








Rf DE INHIBICIÓN  
CLFR5 – F1 0.00 g 0.0 % No presenta Inhibición 
CLFR5 – F2 0.02 g 4.5 % De 0.17 a 0.43 
CLFR5 – F3  0.00 g 0.0 % No presenta Inhibición 
CLFR5 – F4 0.01 g 1.5 % De 0.0 a 0.24  
CLFR5 – F5 0.07 g 13.4 % De 0.18 a 0.25 
CLFR5 – F6 0.11 g 21.4 % No presenta Inhibición 
CLFR5 – F7 0.26 g 51.7 % No presenta Inhibición 




















3.6.1.3 Análisis por CLAR FR C-18 de las Fracciones Obtenidas de la Columna 
CLFR5  
     En la figura  5 se muestran los cromatogramas del extracto butanólico y de la 







                  
CLFR5 - F2 CLFR5 – F4 
 
CLFR5 – F5 Butanol 
 
 
















FIGURA 5. Cromatograma de CLFR5 – F5 y del extracto butanólico bajo condiciones 
de análisis A inciso 2.6. 
 
 
3.6.2 Extracto de Acetato de Etilo 
3.6.2.1  Columna Flash Silicagel CFSG3 
     Se obtuvieron seis fracciones  de la columna CFSG3 y se muestran los porcentajes de 





CLFR5 – F5 
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3.6.2.2 Evaluación Mediante Bioautografía de la Actividad Antimicrobiana de las 
Fracciones Obtenidas de la columna  CFSG3  
     Se examinó la actividad  por medio de bioautografía y los resultados se muestran en 
la  tabla  14 y en la figura 6.  
 
TABLA 14. Porcentaje de recuperación y Rf  de inhibición de las fracciones obtenidas 
de la columna CFSG3. 






Rf  DE 
INHIBICIÓN  
CFSG3 – F1 1.07 g 53.3 % 
De 0.28 a 0.55 
CFSG3 – F2 0.76 g 38.2 % 
No presenta Inhibición 
CFSG3 – F3 0.05 g 2.7 % 
No presenta Inhibición 
CFSG3 – F4 0.01 g 0.1 % 
No presenta Inhibición 
CFSG3 – F5 0.10 g 4.8 % 
No presenta Inhibición 
CFSG3 – F6 0.00 g 0.0 % 
No presenta Inhibición 
Control de Acetato de Etilo 
--------- --------- 

























FIGURA 6. Bioautografias de  las fracciones activas CFSG3 – F1 y acetato de etilo 
sistema B inciso 2.5. 
 
 
3.6.2.3 Análisis por CLAR FR C-18 de las Fracciones Obtenidas de la Columna 
CFSG3 
     En la figura  7 se muestran los cromatogramas del extracto de acetato de etilo y la 







                         
CFSG3 – F1 Acetato de etilo 
 
 
















Figura 7. Cromatograma de la fracción activa CFSG – F1 bajo condiciones de análisis 
A inciso 2.6. 
 
 
3.6.3.1 Columna Lobar de Baja Presión en Fase Reversa C18 CLFR15 
     Se obtuvieron seis fracciones y sus porcentajes de recuperación se muestran en la  







Acetato de Etilo 
CFSG3 – F1 
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3.6.3.2 Evaluación Mediante Bioautografía de la Actividad Antimicrobiana de las 
Fracciones Obtenidas de la Columna CLFR15 
          Se examinó la actividad  por medio de la técnica de bioautografía y los resultados 
se muestran en la  tabla 15 y en la figura 8. 
 
TABLA 15. Porcentaje de recuperación y Rf  de inhibición de las fracciones obtenidas 



















Rf  DE INHIBICIÓN 
CLFR15 – F1 0.01 g 1.9 % 
No presenta Inhibición 
CLFR15 – F2 0.02 g 5.0 % 
De 0.04 a 0.26 y de 0.58 a  0.69 
CLFR15 – F3 0.15 g 40.8 % 
De 0.46 a  0.64 
CLFR15 – F4 0.04 g 10.8 % 
No presenta Inhibición 
CLFR15 – F5 0.00 g 0.0 % 
No presenta Inhibición 
CLFR15 – F6 0.05 g 1.36 % 
No presenta Inhibición 
Acetato DE Etilo --------- --------- 
De 0.50 a 0.58   
 
 












FIGURA 8. Bioautografias de  las fracciones activas de la columna CLFR15 y acetato 
de etilo sistema B inciso 2.5. 
 
 
3.6.3.3 Análisis por CLAR FR C-18 de las Fracciones Obtenidas de la Columna 
CLFR15 
     En la figura 9 se muestran los cromatogramas de las fracciones de la columna 







                        
CLFR15 – F3 CLFR15 - F2 Acetato de etilo 
 
 















FIGURA 9.  Cromatogramas de las fracciones activas de columna CLFR15 bajo 
condiciones de análisis A inciso 2.6. 
 
 
3.6.4.1 Columna Lobar de Baja Presión en Fase Reversa C18 CLFR28 
     De la columna CLFR28 se obtuvieron 20 fracciones. 
 
3.6.4.2 Análisis por CLAR FR C-18  de las Fracciones Obtenidas de la Columna 
CLFR28  
     En la figura  10 se muestran los cromatogramas que presentaron mayor interés, de las 
20 fracciones obtenidas de la columna CLFR28, analizadas por CLAR FR C-18. 
 
 
CLFR15 – F3 
CLFR15 – F2 
 
 























FIGURA 10. Cromatogramas de las fracciones de la columna CLFR28 bajo condiciones 




     
CLFR28 – F9 
CLFR28 – F10 
CLFR28 – F11 
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3.6.5.1 Columna CE6 con Sephadex Lipofílico LH-20  
     De la columna CE6 se  obtuvieron 20 fracciones, se pesó la  fracción tres (CE6-F3)  
se obtuvieron  0.06 g, se calculó un porcentaje de recuperación de 15%.  
 
3.6.5.2 Análisis por CLAR FR C-18 de las Fracciones Obtenidas de la Columna de 
Exclusión Molecular CE6.   
     En la figura  11 se muestra el cromatograma de la fracción más interesante, de 
acuerdo al grado de purificación de la columna CE6 analizada por CLAR FR C-18. 
 




3.6.6.1 CLAR FR C18 Preparativa de C18 CSP12, CSP13, CSP14, CSP15 y CSP16 
     En la tabla  16 se observa la cantidad de fracciones colectadas por cada corrida.  
 
 
CE6 - F3 
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CSP12 300 μL 15 
CSP13 300 μL 15 
CSP14 200 μL 13 
CSP15 200 μL 14 




3.6.6.2 Análisis de las Fracciones Obtenidas de la Columnas Preparativas de CSP12 
a CSP16  por CLAR FR C-18 
          En la figura 12 se muestran los cromatogramas de algunas fracciones que 
presentan el compuesto de interés, dichas fracciones provienen de las columnas CSP12 a 

























































FIGURA 12. Cromatogramas de las fracciones de CSP12 a CSP16 bajo condiciones de 




CSP12 – F6 
CSP13 – F6 
CSP14 – F6 
 
 































FIGURA 12 (continuación). Cromatograms de las fracciones de CSP12 a CSP16 bajo 










CSP15 – F9 
CSP16 – F6 
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     En la tabla 17 se observan las fracciones de las distintas corridas que se mezclaron 
debido a que presentaron el compuesto activo con un alto grado de purificación para 
formar la fracción CSPU1. 
 
 
TABLA 17. Fracciones que conforman la fracción CSPU1 bajo condiciones de análisis 
del inciso 2.13.6.1  
NOMBRE DE 
LA CORRIDA 
FRACCIONES CON CSPU1 
CROMATOGRÁFICAMENTE 
PURO 
CSP12 7, 8 y 9 
CSP13 5, 6, 7 y 8 
CSP14 4, 5 y 6 
CSP15 4, 5, 6 y 7 
CSP16 5 y 6 
 
3.7. Elucidación Estructural del Compuesto Activo 
 
3.7.1 Análisis de Pureza 



























FIGURA 13. Cromatograma  y espectro de absorbancia del compuesto puro CSPU1 
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3.7.2 Espectrometría de Masas 
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3.7.3 Espectrofotometría UV-Vis 
En la figura 15 se  observó el espectro de absorbancia del compuesto CSPU1, en la tabla 

























     
 


























LONGITUD DE ONDA 
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TABLA 18. Máximos y absortividad del compuesto CSPU1. 
MAXIMOS 
ABSORTIVIDAD MOLAR  
ε = Abs / (b) * (c) 
230 nm a concentración 
de 0.01 mg/ mL    
ε = 0.228 / (1 cm) * (3.268 *10-5M) = 6976 cm-1M-1 
270 nm a concentración 
de  0.1 mg / mL 
ε = 0.313 / (1 cm) * (3.268 *10-4M) = 957 cm-1M-1 
 
3.7.4 Espectroscopia de RMN 
     En la siguiente Figura 16 se muestran en orden los espectros de de 1H-RMN, 13C-
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3.8 Determinación de CMI del Compuesto Aislado 
 
     Se  determinó la CMI del compuesto CSPU1 mediante microdilución en placa, y se 
determinó el Rf  de la actividad antimicrobiana mediante bioautografía, en la figura 17 se 
observa la bioautografia y en la tabla 19 se observan el Rf  y la CMI de CSPU1. 
TABLA 19. CMI y Rf  de inhibición del compuesto CSPU1. 
  Rf  DE INHIBICIÓN CMI 
Extracto de Acetato 
de etilo 
Entre  0.55 - 0.75  
 
500 µg / mL 
Compuesto CSPU1 
Entre 0.59 - 0.76 
 
No presentó inhibición por 

















 FIGURA 17. Bioautografia de CSPU1 y extracto de acetato de etilo mediante 















     Un descubrimiento importante en la historia de la medicina, es la introducción de 
antibióticos en el tratamiento de enfermedades infecciosas; sin embargo, se observó que 
con el abuso de los antibióticos descubiertos, los microorganismos patógenos 
desarrollaron drogoresistencia en su natural esfuerzo por sobrevivir; como consecuencia, 
y a modo de contrarrestar los efectos  negativos de dicha drogoresistencia, el hombre se 
dió a la tarea de buscar nuevos recursos terapéuticos de utilidad, para brindar una mayor 
efectividad en el tratamiento de enfermedades causadas por este tipo de 
microorganismos. 
 
     Una fuente rica de información para la producción de nuevos medicamentos 
antibacterianos, es la investigación y aislamiento de compuestos presentes en plantas 
con antecedentes etnobotánicos, enfocados en el uso de tratamientos para combatir 
enfermedades infecciosas causadas por bacterias.  Un ejemplo importante de este tipo de 
 62 
plantas medicinales, es C. coeruleus,  la cual es ampliamente conocida por su uso para el 
tratamiento de enfermedades respiratorias, y a pesar de contar con un estudio que 
demuestra su actividad antimicrobiana en extractos metanólicos de la raíz (G.M. Molina-
Salinas et al. 2007), hasta el momento no se ha aislado ningún compuesto con actividad 
antimicrobiano, que provenga de dicha planta. Es por las razones anteriores, que se 
decidió realizar un trabajo que se enfocara en el aislamiento biodirigido de compuestos 
de C. coeruleus, que presente actividad antimicrobiana. 
 
     Para comenzar con nuestro estudio se realizaron las extracciones metanólicas de la 
corteza, pulpa y  raíz entera de la planta, con el fin de determinar con precisión la 
ubicación de la mayor actividad antimicrobiana; a pesar de que dividimos la raíz en 
pulpa y corteza, se decidió incluir la raíz entera en el estudio, con el fin de no dejar en 
duda la posibilidad de que ambas partes de la raíz fueran necesarias para una mayor 
actividad antimicrobiana. En la determinación de la actividad antimicrobiana se encontró 
que la corteza de la raíz presentó la menor CMI (125 µg/mL); es por este dato que se 
decidió elegir la corteza de raíz para continuar con la extracción diferencial, a pesar de 
que  presentó un porcentaje de recuperación menor que las otras partes evaluadas 
(2.62%); este dato de porcentaje de recuperación es importante para que, en el caso de 
obtener un compuesto de interés como antimicrobiano, se pueda obtener la costeabilidad 
del proceso de obtención.  
     
     Los resultados de la actividad antimicrobiana  de los extractos diferenciales (tabla 12) 
mostraron que el extracto butanólico presentó la menor CMI  (250 μg/mL), estos 
resultados concuerdan con los datos obtenidos por Cong-Li quien en otra especie del 
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mismo género, reportó actividad en una fracción butanólica de C. americanus (Cong-Li 
et al 1997); por otra parte el porcentaje de recuperación de este extracto fue el segundo 
mejor después del residuo acuoso (17.62%). Llamó la atención que la CMI del extracto 
metanólico crudo, es menor que la CMI de todas los extractos diferenciales; el aumento 
en la CMI por  parte de los extractos diferenciales puede deberse a múltiples variables,  
entre las cuales se encuentran el cambio en la estructura del compuesto activo, la falta de 
precisión en el experimento, o efecto sinérgico entre dos o más compuestos presentes en 
el extracto metanólico. 
 
     Por los resultados presentados en la determinación de la actividad antimicrobiana de 
las fracciones diferenciales,  se seleccionó en primera instancia la fracción butanólica 
para realizar el aislamiento.  
 
          Se decidió analizar mediante bioautografía la fracción butanólica de la corteza de 
raíz, con el objetivo de medir el Rf  del compuesto con actividad antimicrobiana. Para el 
desarrollo de la bioautografía fue necesario probar varias fases móviles, con el fin de 
optimizar la resolución de los compuestos en las cromatografías en silicagel; hasta ese 
momento del estudio, la mejor fase móvil había resultado ser acetato de 
etilo:acetona:agua en una proporción 25:8:2; sin embargo, conforme se avanzó en la 
investigación fue necesario la búsqueda de nuevas fases,  fue así como se obtuvieron las 
fases móviles que se señalan en el apartado 2.5. 
  
     Se intentó purificar el extracto butanólico mediante una gran variedad de columnas 
de sephadex, silicagel, y fase  reversa. Se obtuvieron algunas fracciones activas, que 
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posteriormente fueron analizadas por CLAR FR–C18; sin embargo, no se logró el 
aislamiento de ningún compuesto puro.  
 
    Debido a lo antes mencionado se muestran solamente los resultados de la columna 
CLFR5, con la cual se obtuvieron los mejores resultados. 
 
     Se observó que de la columna CLFR5 se obtuvieron tres fracciones con actividad 
antimicrobiana (tabla 13); sin embargo la actividad antimicrobiana de dichas fracciones 
no aparecía en el mismo Rf  (entre 0.65-0.8) que la fracción butanólica original;  la 
ausencia de la actividad antimicrobiana en el Rf esperado, se puede deber a que no se 
recuperó de la columna el compuesto que presentaba dicho Rf, o que simplemente no se 
sembró una cantidad considerable de las fracciones que contenían dicho compuesto en 
las cromatoplacas para la realización de la bioautografía,. El cromatograma de la 
fracción activa más interesante CLFR5–F5 (figura 5) presentó cinco picos que indicaron 
la presencia de más de un compuesto. Debido a lo antes mencionado y por las 
complicaciones experimentales para la purificación del compuesto activo de la fracción 
butanólica, se decidió trabajar posteriormente con la fracción de acetato de etilo, ya que 
presentaba también una CMI considerable. 
 
     El fraccionamiento biodirigido se siguió en primera instancia por la ruta A (página 
26). De las seis fracciones obtenidas por la columna flash CFSG3, la  fracción CFSG3–
F1 es la única que presentó actividad antimicrobiana (tabla 14); además dicha fracción 
resultó ser la principal  con un porcentaje de recuperación de 53.3%.  El  cromatograma 
de dicha fracción CFSG3–F1 (figura 7), resultó semejante al  del extracto original con 
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un pico de absorbancia intensa a un tiempo de retención de 12.8 minutos; se sospechó 
que dicho pico correspondiera al compuesto activo, debido a su ausencia en las 
fracciones no activas obtenidas de la columna. La diferencia en los tiempos de retención 
observados entre la fracción de acetato de etilo y la fracción CFSG3 - F1, se debe a 
problemas experimentados con la presión del CLAR FR–C18 usado, que hacían que se 
observaran grandes variaciones en los tiempos de retención.  
 
     La Fracción CFSG3–F1 se purificó por la columna CLFR15, se obtuvieron 2 
fracciones con actividad antimicrobiana (tabla 15) de las cuales, CLFR15–F3 presentó 
actividad antimicrobiana a un Rf similar al del extracto de acetato de etilo original, con 
un porcentaje de recuperación de 40.8%. Además, en los cromatogramas de las dos 
fracciones activas (figura 9), sólo la fracción CLFR15–F3 presentó el compuesto activo 
de interés a 13.6 minutos, la otra fracción activa CLFR15–F2 presentó un artefacto 
producido durante el fraccionamiento a 1.4 minutos. Por esta razón, se decidió continuar 
el procedimiento con la purificación de la fracción CLFR15–F3. Para ello se volvió a 
realizar una columna lobar (CLFR28) y se recolectaron las fracciones que contenían el 
compuesto de interés; en la figura 10 se observa que las fracciones CLFR28–F9, F10 y 
F11 presentaron dicho compuesto, prácticamente puro. 
    
     Si bien se había logrado la purificación deseada, se obtuvo muy poca cantidad del 
compuesto de interés, por lo que se decidió probar otra vía alterna (ruta B, página 26). 
Debido a resultados positivos de experimentos realizados a micro escala,  se decidió 
realizar una columna con Sephadex LH–20 (CE6) para purificar el extracto de acetato de 
etilo, se obtuvieron 20 fracciones de las cuales únicamente la fracción CE6–F3 presentó 
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el compuesto de interés (Figura 11) con un buen grado de purificación comparada con el 
extracto de acetato de etilo. 
 
     La fracción CE6-F3 se sometió a cromatografía de fase reversa preparativa, se 
hicieron varias corridas y en cada una de ellas se evaluó por CLAR FR – C18 la 
presencia del compuesto de interés, se juntaron las fracciones con mayor grado de 
pureza (tabla 17)  y se obtuvo un compuesto cromatográficamente puro que se denominó 
CSPU1.  
 
     La pureza de CSPU1 se analizó por CLFR FR C-18; en la figura 13 se muestra el 
cromatograma del compuesto CSPU1. 
 
     Se utilizaron diferentes técnicas espectrométricas: UV Vis, 1H-RMN, 13C-RMN, 
DEPT-135 COSY 1H-1H, HMBC, HMQC, nOe diferencial y masas para la elucidación 
estructural del compuesto CSPU1. 
      
     En la figura 14 se puede observar el espectro de masas del compuesto CSPU1;el ión 
molecular aparece a 306. Se obtuvo el espectro de absorción UV–Visible del compuesto 
CSPU1 (figura 15). En base a dicho espectro se calculó la absortividad molar del 
compuesto (tabla  18),  se piensa que los máximos presentes en el espectro UV – Visible 
corresponden a señales de las bandas E y B pertenecientes a anillos aromáticos.  
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     En el espectro de 13C RMN del compuesto CSPU1 (figura 16) se observan 13 señales 
de carbono, varias de esas señales están entre 96 y 158 ppm lo cual indica posibles 
carbonos olefinícos y/o aromáticos. 
 
     De acuerdo con los resultados del DEPT-135 la señal de 29 ppm es un CH2. Se 
observan dos CH alifáticos a 68 y 80 ppm  y tres CH aromáticos (u olefínicos) a 96, 97 y 
107 ppm. Las señales a más de 140 ppm son carbonos cuaternarios que por su 
desplazamiento, deben corresponder a carbonos unidos a oxigeno (OH posiblemente). 
No se observan carbonos metílicos. 
 
     En el espectro de 1H RMN (figura 16) se observan dos hidrógenos químicamente 
distintos de un CH2 que debe formar parte de un ciclo, además  de dos CH alifáticos 
desapantallados. Se observan además tres señales de H olefínicos y/o aromáticos. 
 
     En base a los datos de los espectros  de doble dimensión se pudo establecer la 
estructura que se presenta en la figura 18.   
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FIGURA  19. Estructura del compuesto aislado CSPU1. 
 
 
     De acuerdo con los nOe’s diferenciales observados la estructura (figura 16) los 
carbonos 2 y 3 son R,R. 
      
     Se realizó una bioautografía del compuesto CSPU1 en donde se observó  la 
inhibición de S. aureus (inciso 3.8); sin embargo, en la determinación de CMI mediante 
microdilución no se detectó actividad antimicrobian entre 500 – 31.25 µg / mL. La 
explicación para el resultado de bioautografía y microdilución antes mencionados, puede 
encontrarse en la variación de la relación compuesto CSPU1:microorganismo, ya que la 

























     Debido a lo antes mencionado se piensa que el compuesto CSPU1 sí presenta 
inhibición pero a una concentración mayor de 500 µg / mL, por esta razón no se creyó 
necesario realizar la prueba de toxicidad con A. salina; ahora bien,  si observamos que 
CSPU1 presenta una CMI  mayor que el extracto de corteza metanólico  (125 µg / mL) y 
el extracto diferencial de acetato de etilo (500 µg / mL), estos resultados sugieren 
también la presencia de dos o más compuestos que presenten sinergismo, o que 
posiblemente existe otro compuesto con una mayor CMI, en los extractos. 
      
     La estructura de este compuesto corresponde con una catequina conocida como 
epigalocatequina (Weiduo y col. 2006), sustancia presente especialmente junto con otras 
catequinas en extractos de té verde y té negro y que tiene fundamentalmente propiedades 
antioxidantes (Amarowcz y col. 2000), también se ha reportado su efecto contra 
bacterias gram (-)(Chikao y col. 1986). Si bien se ha reportado la actividad 
antimicrobiana de catequinas en contra de cepas resistentes de S. aureus, es 
especialmente el galato de epigalocatequina (EGCG) la que presenta la menor CMI 
(Friedman y col 2006). Por esta razón consideraríamos interesante como perspectiva de 














• El extracto metanólico de la corteza de raíz de C. coeruleus, presentó la menor 
CMI en comparación con los extractos de pulpa y raíz entera en contra S. aureus. 
 
 El extracto diferencial de butanol de corteza de raíz presentó la menor CMI, en 
comparación con los extractos diferenciales de hexano, acetato de etilo y         
residuo acuoso en contra de S. aureus. 
 




•  El compuesto aislado CSPU1 es un flavonoide de tipo catecol, identificado 
como epigalocatequina.  
 
•  El compuesto aislado CSPU1 no presentó una CMI entre los valores de 500–





5.2 Perspectivas  
 
 
• Probar la actividad del compuesto aislado contra otros microorganismos. 
 
• Verificar la presencia de otras catequinas en los extractos de C. coeruleus. 
 
•  Continuar con el aislamiento de compuestos de la corteza de raíz de C. 
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